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Eey w o rds hu m a ngastric c a n c er, im rn u n Olog y, n O n Spe Cific cr oss-r e a Cting
a ntige n, tu m O r- a S S O Ciated antige m
腫瘍 の 免疫学的診断と治療 に は腫囁細胞に特異的な
マ ー カ ー の 存在す る こ とが 前提 に な るか ら, 各種の 人
癌に つ い て その 存在 を求め た研究が数多く行わ れ てい
る. ヒ ト 胃 癌 に つ い て は C E A(c arcino embryonic
antige n)の よ う な癌関連抗原以外 に , い く つ か の 糖蛋
自性抗原が見 い だ さ れ てい る が1ト 8), そ れ らには 胃癌細
胞と の 関連に 問題のあるも の が多く, 胃癌 に 高度関連
した抗原に つ い て まだ研究の余地が多く残され てい る.
筆者は ヒ ト胃癌組織 に つ い て免疫化学的な分析を行い ,
い わ ゆ る n o n spe cific c ro s s
- rea Cting a ntigen(N C A)7)
と交叉反応性基 を持ち なが ら胃癌 に関連性の高い 1抗
原(G CA A)の存在を明 らか に し, その 分離 ･ 精製 を行
っ たの で こ こ に 報告す る.
材 料 と 方 法
Ⅰ 組織
剖検 また は手術で得 られ た原発性胃腺病 7例(G Cl-
7) を使用 した が, そ の う ち非常 に 小さ な 3例(G Cl･3)
は プ ー ル し, G Cmix と して 使用 した . 正 常成人臓器や
他種の癌 は剖検時入手され た. 胎児臓器 は い ずれ も 5
- 6か 月日の 中絶胎児よ り得た もの で あ る. 各組織 は
死後3 - 8時間以内 に - 200Cに 保存さ れ た.
Ⅰ 抗原 と抗 血 清
1 ) Pfr と抗 Pfr抗血清
G C 4(湿量 104g) か ら倉田及 び協同研究者 ら8ト 1 0)
の 方法に 従 っ て Pfr を作製 した. つ い で, 抗 ヒ ト全血
清家免抗血清の Ig分画(硫酸ア ン モ ニ ウム 33% 飽和に
よる) を Bio -gel P-300に 2m g/mlに 結合 させ た も の
によ り batch法で 吸収 を行い 11), Pfr 中に 混在す る血清
成分 を除去 した . 抗 ヒ ト全血清家免抗血清は, ヒ ト血
清1 rnl を等量 の Fre u nd co mplete adju v a nt(F C A)
で乳化 して成熟家兎足折と背部皮下数か所に分割注射
し, 1 か月後か ら10日間隔で 3回同組成 の注射 を背部
皮下 に行 い , 10 日後 に全採血 して作製 した .
血清成分 をbatcll 法 に よ り 吸収除去 し た P fr溶液
(冷室で pe rv apO ratio nに よ り 1.8 mg/ml に濃縮) を
1 回 1ml, F C A lml で乳化 して成熟家兎の足鵬･ 背
部皮下に 分割注射 し, 3週後か ら10 日間隔で 4匡博部
皮下 に 同様 の注射を追加 し, 10 日後 に 全採血 し, 血清
を - 20
0
Cに 保存 した . 抗血清 1 皿1あた り正 常胃3 M･
K Cも抽出液(後述)0･5ml, 正常血清0･5ml を加 え,
3 アC l時間, 4
0
C l夜静置後, 1P,000g30分冷却遠心
(以下遠心はす べ て 10,000g 冷却遠心)して上 清をとり,
硫酸ア ン モ ニ ウ ム 33% 飽和に よ るIg 分画を分離し,
透析後も と の血 清畳ま た はそ の 1/2量 に 生理食塩水で
溶解し たも の を ｢吸収抗 G C-Pfr 抗血清｣ と して使用 し
た . 一 部の 実験 に は さら に 抗血清1 mlあたり粗 N C A
標品(後述)0.5mlに よ る吸収 を加 えた 抗血清ま た は
そのIg分画 を使用 した .
2) 3 M-K Cl抽出液
胃癌, 各種 の 癌, 正 常成人及び胎児臓器か ら作製 し
た. 組織1 g(湿量)に 3M - ECLを含 む燐酸援衡液(以
下 P B), 0.01 M, pH 7.2, 2 mlを 加 え, Polytr o n
P C U･2(K in e m atic a Gmb H, S witz erla nd)を使 用 し
てho m oge n ate を作 り, 4
q
C 16時間捜拝後 , 遠 心
60分の 上 清を 0.01 M-P B, pH 7..2, に 対し 48時間冷
宴で透析 した
. 外液 ほ12時間 ごと に交換 した. 透析後
遠心 30分の上 清を使用時ま で-200Cに 保存 した.
De m o n stratio nand Isolatio n of a nAntige n H ighly Ass ociated with Hu m an Gastric
Ca n c er
･ M irLg C heng, Depa rtm ent of Pathophysiolog y (Dire ctor: Prof. Y. Ku r ata),
Ca n c erRese ar ch In stitute
,
Ka n a z a w aUniv e rsity.
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3) 胃癌高度関連抗原(G C A A)の 精製
G C7の 3 M- K Cl抽出液を捜拝 しな が ら, 過塩素酸
(P C A)を滴下 して最終濃度0.6 M と し, 室温 30分擾拝
後遠心 30分の 上 清をと り, 0.01 M-P B, p王i 7･2, に 対
し 48時間冷室 で 透析後, pe rv apO r ation ま た は凍結乾
燥 で 濃縮 し, ト リス 塩 酸緩衝液(以下 T B), 0･005 M,
pH 8.0, で 再透析す る.
D E A E-Sepha c elク ロ マ トグラ フ ィ
ー : カ ラ ム 40×
1.5crn. 0.005 M, pH 8.0, の T B で平衡化 した後上













Fig. 1. D E A鞍Sepha c el chr o m atography of O･6 M
pe rchlo ric a cide xtra ct pr epa r ed fr o m3 M
･K Cl
e xtr a ct ofthe gastric c a n c e r. T hefr actio n size
w a s4ml. The m ajor a ctivity of G C A Aw a s
dete ctable in fr a ctio n s44to 56.
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Fig. 2. Sephade x G
･150chr o m atogr aphy of the
G C A A- C O ntaining fra ctio n obtain ed fro m the
DE A E-Sepha c el c olu m n. T hefr a ctio n siz e was
4ml. G C A Aa ctivity w as rec o v e r ed infr a ctio n s
lOto 20.
0.005 M, pH 8.0, の T B と150 miの 0･25 M NaC ト
0.005 M, pH 8.0, T B とでイ オ ン 強度 gr adie ntを作
っ て 溶出 した. 280n m の 吸光度 を測定 して 溶出曲線を
作 り( 図1), NaC1 0. 5 - 0.075 Mの 間の 溶出物を プ
ー ル して濃縮 し, つ ぎの 操作に う つ す .
Sephade xG
-150 クロ マ トグ ラ フ ィ ー : カ ラ ム85×
1 .5c m . 0.1 M-PB で 流速 10ml/h と して 溶出し 憫
2), 第 1 ピー ク を濃縮し て 以下の 操作に う つ す.
Sepha cryl S
-200 クロ マ トグラ フ ィ ー : カ ラム 4Ox
I c m. 0.15M NaClを含む 0.01 M-P B, pH 7.2,で 流
速 6Inl/h と して 溶出し(図 3 ), 1 mlづ つ 分取 して各
管の 活性 を しらべ る . ピ ー ク 前半(C E A)と後半(G CA A)
を別 に プ ー ル し て濃縮 す る.
4) C E A, N C A標品と抗血清
大腸癌肝転移巣か ら Krupey ら
12)の 方法 に 準じて抽
出 した粗 C E A樺品 (0.18m gC EA/m g) を使用 した.
一 部の 実験 に は大腸痛肝転移巣 を上 記3) の 方法で処
理 し, Sephacryl S･200 ゲル 濾過 に お け る ピ
ー ク 前半
か ら得 られ た精製 C E A標品を使用 した.
正 常肺 の Polytron に よ る 50% (W/V)生理 食塩 水
ho m ogen ate を遠心 30分, 上 清 に P C Aを終濃度0･6
M に 滴下 し, 室温 30放置後遠心 30分, その上 清をP B,
0 』1 M, pH7 .2, に 対 し 48時間透析 した後, 3 mg 蛋
白/mlに 濃縮 した もの を粗 NdA標晶 と して用 い た. 一
部 の 実 験 に は 同標品 を 上 述 3) の よ う に D E A E･
Sepha c elク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に か け , NaCl濃度O -
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Fig. 3. Sepha c ryl S-200chr om atogr aphy of the
G C A A-C O ntaining fr a ctio n obtain ed fr o nlth(チ
Sephade x G-150c oIu m. T he fra ction size w as
lml. GC A Aa ctivity w a s r ec o v er ed in thefr ac
･
tio n B a nd CEA a ctivity ln the fractio nA ･
Tube n u mber 1 8c o ntain ed both a ctivities.
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た. ま た大腸癌肝転移巣を上 記3 )の よ う に 処理 し,
Sepha cryl S
-200ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 精製 CE A標
品を得た際, ピ ー ク後半か ら得られ た精製 N C A標品 も
用 い た .
抗 C E A抗血清と して は市販の 抗 ヒ ト CEA･家兎抗血
清Ig(D A K O-im m u n oglobulin sLtd･ , De n m a rk, Lot:
C 69D)を使用 した.
抗 N C A抗血 清はつ ぎの ように 作製 した. 正 常肺由来
の 粗 N CA 標品 1 ml を同量 の F C A で乳化し, 成熟家
兎の 足 腔と背部皮下 に 分割注射 し, 1 か用 後か ら 10 日
間隔 で 3 回同様の 注射 を行い , 1 0日後 に 採血 す る. こ
レ
rニノ抗血清1 Ⅰ℃1に 正 常血 清0.5ml, 正 常胃と 正 常肝 の





夜お い てか ら遠心 15分後の上 清を と り, さ ら に 正 常肺
P CA 抽出液の D E A E･Sepha c eI クロ マ トグラフ ィ ー (上
述)に お け る非 N C A分画=NaCl濃度 0.075M O.25 M
間の 溶出物) を濃縮 し たも の で 吸 収を行 い 既述の よ う
にIg 分画を分離し て使用 し た. こ の 分 画 は 粗 N C A ま
たほ精製 N C A標品 に 対し て沈降線を生 じる が, C E A
標品に 対 して は反 応 しなか っ た .
王Ⅰ 分 析方 法
ゲル 内重 拡散法( Ou chterlony 法)に は 1 %Aga r o se
L E(M ilesLabo r ato rie s), 溶媒 P B, PH 7. 6,JL = 0.06,
を用 い , 抗原孔は直径 4 m m, 抗体孔 は直径 6 m m ま
たは8 m nlと した.
免疫電気泳動法 に は 1%Aga r o se H E E O(Miles
Labo r ato rie s), ベ ロ ナ ー ル 緩衝液, PH 8.6, JL = 0.05
を用 い , 12,5 V/c m の 定電圧 で約 2時間泳動 した.
沈降線の 蛋白染色に は A mido schw a rz, 糖染色に は
P -Phe nyle n edia min e o xidatio n r e a ctio n
13)を用い た.
･Disc電気泳動は 7.5%polya c ryla mide gel を用い ,
4m A/ 管, 約 2.5時間泳動後, Co o m a siebrillia ntbltle
RJ250に よ る染色と P A S染色を行 っ た . な お, 同時に
泳動 したカ ラ ム を Agaro s e板 の 滞に お き, 6 m m 間隔
で 平行する細構 を作 っ て抗血清Ig を入 れ, 湿潤 に 4Ⅳ
5日お い て , 沈降ア ー クの 出現 を観察 した .
各抽出物の 蛋白量は Lo w ry 法に よ り測定 した .
成 績
Ou chterlo ny 法に よ ると, 吸収抗 G C-Pfr 抗血 清 に対
して G C mix3 M-K Cl抽出液は 1本, G C7 の抽出液は
2本の 沈 降線 を示 した が, 正常血 清や 成人 の 正 常胃 ･
肝 ･ 腎 ･ 脾, 胎児の 肝 ･ 腎 ･ 脾 ･ 腸の 各3 M-K Cl抽出
液または 25% (W/V) 生理食塩水 ホ ル モ ジネ ー トの 遠心
上帝は沈降線 を生 じな か っ た(図 4). し か し, G C miⅩ
や G C7 の3 M･K Cl抽出液は C E Aあ る い は N C Aを含
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み, 抗 C E A抗血 清ま た は抗 N C A抗血清と沈降線 を作
る し, 吸収抗 G C･Pfr 抗血清は C E Aあ るい は NC A各
標品と沈降線 を作る. そ して それ らの 沈降線は胃痛 3 M-
K Cl抽出液 と吸 収抗 G C-Pfr抗血清が作る沈降線 と部
分 一 致 をす る( 図5, 6). な お , CE Aに よ る沈降線 は
Fig. 4. Ex a mles of Ou chte rlony r e a ctio npatte r n s
de v el()Ped betw e e n abs o rbed a nti･ga Stl
･ic c a n c er
a ntis er u m aIld v ario u stis s u e e xtr a cts. Ce nter
W ell: abs o rbed a nti-G C･Pfr a ntise r um , Periph･
e r alw ells :(1)G C 7e xtr a ct,(2) fetalgute xtr a ct,
(3) n or
I
m al s er u m,(4)G Cmix e xtr a ct,(5)n o r m a1
1iv er e xtr a ct,(6) n o r m alsto m a ch e xtr a ct.
Fig. 5. Ex a mple s ofOu chterlo nyr e a ctio npatterns
With a gastric c a n c er e xtr a cta nd a C E Apr epa-
r atio n aga ln St a nt卜gaStric c a nc er a ntise r u m a nd
a nti-C E Aa ntis er u m. Up per w ell: abs orbed
a nti-G C-Pfr a ntise r u m, Lo w er well: a nti-C EA
a ntis er u rn(D A K O), Left w ell: aC E Apr epa r a-
tio n, Right w ell: G C mix e xtr a ct.
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糖巣色が陽性 で あるが ,N C A や胃癌抽出液 に よ っ て生
じる沈降線 は糖反応陰性である .
N C Aに よ る吸 収を加 えた吸収抗 G C-P fr抗血 清 を用
い る と, N C A やCE A標品に 対す る沈降線 は消失し,
Fig. 6. Ex a mple s of Ouchterlo ny re a ctio npatte rn s
with a ga stric c a n c er e xtr a ct a nd a N CA pre-
pa ratio n again st a ntl･ga Stric c a n c er a ntis e ru m,
a nd a nti-N C Aa ntise r u m. Up pe r w ell: G Cmix
e xtr a ct, Lo w e r w ell: a N C Aprepar atio n, Left
w ell: abs o rbed a nti-G C･Pfr a ntise ru m, Right
w ell: a nti-N C Aa ntis er u m.
Fig. 7. Ex a mples ofOu chterlo ny r e a ctio npatter n s
with a nti･ga Stric c a n c er a ntis e r u m abs o rbed
With N CA again stga stric c a n c er e xtr a cts, C E A.
al】d N C A. Ce nter w ell: a nti･G C･Pfr a ntis er u m
abs o rbed with N C A, periphe ralw ells(1)a NCA
pr epa r atio n, (2)a C E Apr epa r atio n,(3)G C 5e x･
tr a ct,(4)G C 6e xtra ct,(5)G C miⅩ e Xtra Ct,(6)G C 7
e xtr a ct.
各胃癌 3 M- K Cl抽出液 に対 してそれぞれ 1 本の 沈降線
を生 じた(図7). しか し大腸癌2例, 肝癌 2例, 肺癌
1例の 各3 M- K Cl抽出液と は反 応し なか っ た .
G C 7の 3 M･ K Cl抽 出液の dis c電 気泳 動 カ ラ ム を
agar o s e層 内で 吸 収抗 G C-Pfr 抗血 清 や 抗 C E A抗血
清(D A K O)と 反 応ぎせ る と , い ず れ の 抗血 清に 対して
も R f= 0.1 と Rf= 0.23の ア ー ク を生 じた. なお , NC A
標品は抗 N C A抗血清 や抗 G C･Pfr 抗 血 清 と の 間 に
Rf= 0 ,38 の ア ー ク の み を生 じた (図 8).
吸 収抗 G C･ 円r 抗血 清に よる 沈降線 形成 活性 を指標
と して G C A Aの 精製 を行 っ た . 上 述の よう に G C7の
3M -K Cl抽出液 か ら作 っ た P C A抽出物 を各 カ ラム ク ロ
マ トグ ラ フ ィ ー で 分画 し, 最後の Sepha crylS･20O ゲ
ル 濾過 の 分画 A から disc電気泳動で Rf= O.1 の泳 動
度を持 ち, 糖染色陽性 の C E A が得ら れた . それ は大腸
癌肝転移巣 か ら同様 に して得た 分画 A の それ と性質が
一 致 した. 分 画 B か らは R fニ 0.23で ∴蛋白質染色一 糖
Fig. 8. Polya c ryla mide disc gel a n alysIS (}f 3 M-
K Cle xtr a ct ofga stric c an cer a nda N C Aprepa-
ratio n. Duplic ate gels w e r e s ubjected to ele c-
tr opho r esi : O n e W a S S ubje cted toim m un o a n aly･
sis, a nd the other was stain ed. Gels :(1)3 M･
K Cle xtr a ct of G C 7,(2)N C A. Tr otlghs :(a)anti･
C E Aa ntis erum , (b) a nti-G C,Pfr a ntise r u m. (c)
a nti-N C Aa ntise r u m.
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Fig. 9. PoIv a cr)Tla nlide dis c gel al alysis of Fra c･
tion A a nd B. Duplic ate gels w e re s ubje ctedto
eIectr oph(二)r eSis : Oll e W a S S ul〕je cted to im m u n o-
a n alysis. a11dthe other w a s stain ed withCo ol l･
asie blu e. Gels :(1)Fr a ction B, (2) Fr a ction A .
Tr otlgh: allti･G C･Pfr a ntis er u m.
Fig･ 10･ Ex a nlP e s of Ou chte rl()ny r ea Cti(1-1 Pat-
te rr n s withpu rified G CA A again st a ntトG C-Pfr
a ntise rum . Ⅰ. o w er w ell: a nti-G C-Ⅰ)fr a ntis eru m
abs(:)rbed with N CAI PCripher al w ells :(1) GC 7
e xtr a ct, (2)l) urified G C A A, (3) G Cmix e xtra ct.
染色と も に 陽性 で , C EA に 対し交叉 反 応性 を持たな い
抗 N C A抗血 清と沈降線 を作る均質な物質(G C A A)が
得られ た ( 図9).
精製 G C A A は N C A吸収抗 G C-P fr 抗血 清に対し 1
本の 沈 降線 を生 じ そ の 沈降線 は, 同抗血 清が胃癌 3
M-E Cl抽出液との 間 に 生じる沈降線と完全 一 致像を示
Fig. 1 1. Im m u noele ctr()Phoresis of G C A A, N C A
a nd C E A. W els:(1)G C A Apurified fr o mGC7.
(2) N C A, (3)C E A. TI
■
oughs: (A) a nti-G C-Pfr
a ntis e ru nl
, (B) a nti-C E Aa ntis er u m.
した (図10).
免疫電気泳動 に よ る と,G C A A はP 泳動度を示 した
が , 同領域 へ 泳動す る N C Aや C E A よ りわずか に 遅れ
る (図 11).
考 察
胃癌の 不 溶分画をデ ス オキ シ コ ー ル 酸塩で可溶化し,
混在す る血 清成分を免疫化学的方法で 除去した抗原 分
画を免疫抗原と して作っ た家兎抗血清 は適当な 吸収 を
加 える と, 胃癌3 M･K Cl抽出液中に Ou chte rlo ny法で
1抗原物質の 存在 を示 す よう に な っ た . その 抗原 は正
常成人臓器 ･ 胎児臓器 ･ 他種の 癌の 抽出液に は証明 さ
れ なか っ た
. 即 ち, ゲ ル 内拡散法の 範囲で , 胃癌特異
性の あ る ope r atio n ally m o n o spe ciaic な抗血清が 得
られ た こと に な る. しか し, それ に 対応する抗原 に は
抗 N C A抗血 清 あ る い は 抗 NCA 抗体の 混 在 す る 抗
N C A抗血 清と の 反 応性 が あり, 生 じた沈降線は胃癌関
連の 沈降線と部分-一 致 を示 す. こ の こ と は抗原分 子 に
胃癌関連決定基 と N C A様決定基の 共存 する 可能性 を
暗示 する が, 同 じ こと が disc電気泳動カ ラ ム の ゲ ル 内
埋 込 拡散実験 で も 示 唆 さ れ た. そ こ で 胃癌関聯抗原
G C A Aの 精製 を行 っ た が, 得 られ た均質な抗原 分 画は
胃癌関聯抗原性 を持 ち なが ら, N C A と交叉反応性の 決
定基 も保持し て い た . 正 常胃に は存在 しない N C A が胃
の 癌化 に 伴 っ て 出 現 す る こ と は こ の 抗 原 分子 が
diffe r entiatio n a ntige nで ある こと を暗示 し て い る .
ま た, そ れ と結合し て い る と思われ る胃癌関連決定基
は, こ こ で 用 い た 方法で 他の 人癌 に証明され て い る癌
抗原8ト1 0)と の 相似性 を考えると, 胃痛細胞膜内integr al
PrOteinの 1 つ と考 えられ る. この よう な抗原と従来知
られ て い る抗原と の 異 同は明ら かで は ない が , 泳動 凰
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組織分布, 胃癌か ら抽出可能な点 な どか ら見て FS A2)3),
G C A5), S G A
6)や K im oto ら
4)の 抗原と は異な る もの と
考え られ る.
抗原の 胃痛細胞膜上に お け る存在様式の細胞学的検
討や精製抗原あるい は m o n o spe cific な抗血清の臨床応
用が これ か らの 問題 である.
結 . 論
ヒ ト胃癌の不溶分画を可溶化 し て得た抽出液を免疫
抗原と して作製 した家兎抗血清を用い , 胃癌の 3 M- K Cl
抽出液中に胃癌 に高度関連す る抗原(G C A A)の 存在す
る こと をゲ ル 内拡散法で明 らか に した. 同抗原 は N CA
と交叉 反応性のある決定基も持っ てい るが , dis c電気
泳動や兎免電気泳動で は N C A よりわずかに 遅い 泳動度
を示 した. 胃癌 3 M･K Cl抽出液を 0,6 M過塩素酸で処
理 した後, ク ロ マ ト グラ フ ィ ー を行 っ て精製抗原 を得
た.
稿を終 え るに 臨み , 御指導 ･ 御校閲 を賜 っ た倉田自尊教授
に深く感謝します. あわせ て 御教示 ･ 御協力を載 い た 岡田収
司助教壬乳 徳山春彦博士, また御協 力戴 い た 清水弘子先生 な
らびに 関 誠先生 に謝意 を表 しま す.
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tu m or- aSS O Ciated antige n
A bstract
An antige n, C r OS S- re aCting wit hn o nspecific cross-re aCting antigen (N C A)fro m n o rm a1 1ung
a nd c olo nic c a n c e r, W a Sdem on strated by gel diffusion in hu m an gastric c a n cer e xtr a cts using
x e no a ntise rum against the de o xycholate
- SOlubiliヱed fr a ctio n pr epa r ed from thein s oluble extra ct
of a ga stric c a nce r. T his a ntige n w as not dete cted in n orm aladulta nd fet alo rg anS Orin s ev eral
othe r c a n c e rs. Pu ri丘ed a ntige nic m ateri alwa sobtain ed fro m the extraet ofa gastric c an Cer. It
migrated as a single ba nd o n polya c rylamide gel ele ctrophor e si a nd its m ob nity wa sdiffere nt
fr o m that of N C Aa nd C E A. T his a ntige n ap pe a r ed o nim m u n o electr opho re si in t heβ r egion
Wit ha m obility s m aile rtha nin c a se ofN C Aa nd C E A.
